REECIE ST HTA 12 OPIS PATENTOWY (oPL (11235716
13 B1

(51) Int.CI.
CO7C 49/76 (2006.01)
C12P 7/26 (2006.01)
C12R 1/01 (2006.01)

(21) Numer zgtoszenia: 423054

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 04.10.2017
Rzeczypospolitej Polskiej

4-Etylo-4'-metylo-a,B-dihydrochalkon i sposéb otrzymywania

(54) 4-etylo-4'-metylo-a,B-dihydrochalkonu

(73) Uprawniony z patentu:

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY

WE WROCLAWIU, Wroctaw, PL
(43) Zgtoszenie ogtoszono:

08.04.2019 BUP 08/19
(72) Twérca(y) wynalazku:

JOANNA KOZLOWSKA, Rawicz, PL

MIROSLAW ANIOL, Wroctaw, PL
(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:

05.10.2020 WUP 15/20

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Kasperowicz

PL 235716 B1



2 PL 235 716 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 4-etylo-4’-metylo-o.,3-dihydrochalkon o wzorze 2 przedstawiony na
rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposob otrzymywania 4-etylo-4’-metylo-o,-dihydrochal-
konu.

Znany jest sposob redukcji o,-nienasyconego wigzania pochodnych trans-chalkonu na drodze
mikrobiologicznej (Stompor M. et al., App! Microbiol Biotechnol. 2016, 100, 8371-8384) oraz chemicznej
(Shang J. et al., Eur. J. Org. Chem. 2012, 2809-2815).

W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesien na temat 4-etylo-4’-metylo-a,3-dihydrochalkonu
oraz sposobu jego otrzymywania.

Istota wynalazku polega na tym, ze reakcje redukcji 4-etylo-4’-metylochalkonu prowadzi sie za
pomocg systemu enzymatycznego szczepu bakterii z rodzaju Rhodococcus albo Gordonia przy czym
substrat dodaje sie po uptywie od 40 do 56 godzin a reakcje prowadzi sie w temperaturze od 20 do
32°C. Mieszanine transformacyjng ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie
z wodg, ekstrakt osusza sie za pomocg Srodka suszgcego. Nastepnie rozpuszczalnik odparowuje sie
a surowy ekstrakt oczyszcza sie na kolumnie chromatograficzne;.

Korzystnie jest gdy szczepem jest Rhodococcus sp. DSM 364.

Korzystnie takze jest gdy szczepem jest Gordonia sp. DSM 44456.

Korzystnie rowniez jest, gdy substrat dodaje sie po uptywie 48 godzin.

Korzystnie jest takze, gdy proces redukcji prowadzi sie wodng kulturg, przy cigglym mieszaniu,
w temperaturze od 20 do 32°C.

Dodatkowo korzystnie jest, gdy rozpuszczalnikiem organicznym jest octan etylu.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego bakterii z rodzaju
Rhodococcus nastepuje reakcja redukcji podwojnego wigzania C=C substratu, w wyniku czego otrzy-
muje sie 4-etylo-4’-metylo-o,3-dihydrochalkon z catkowitg wydajno$cig izolowang na poziomie 40%
w temperaturze pokojowej, przy cisnieniu atmosferycznym, w $rodowisku wodnym i w pH bliskim obo-
jetnego. W przypadku dziatania uktadu enzymatycznego bakterii z rodzaju Gordonia otrzymuje sie ten
sam produkt z catkowitg wydajnoscig izolowang bliskg 38%.

Sposdb wykonania objasniony w ponizszych przyktadach.

Przyktad 1. Do trzech kolb ptaskodennych o pojemnos$ci 2000 cm3, w ktérych znajduje sie
po 300 cm? sterylnej pozywki zawierajacej 1% peptobaku, 0,2% ekstraktu drozdzowego, 0,2% hydroli-
zatu kazeiny, 0,6% chlorku sodu, 2% glukozy, wprowadza sie szczep Rhodococcus sp. DSM 364. Po
48 godzinach wzrostu dodaje sie do kazdej kolby po 30 mg 4-etylo-4’-metylochalkonu, 0 wzorze 1,
rozpuszczonego w 1 cm? acetonu. Transformacje prowadzi sie przy ciggtym wstrzgsaniu przez 24 go-
dziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie uzyskany roztwor transformacyjny ekstrahuje sie trzykrotnie
octanem etylu, osusza za pomocg siarczanu (VI) sodu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymuje sie
386,8 mg surowego produktu, ktéry oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej stosujgc jako eluent
mieszanine heksan:octan etylu w stosunku objetosciowym 20:1. Na tej drodze otrzymuje sie 36,6 mg
4-etylo-4’-metylo-a,p-dihydrochalkonu o wzorze 2, z wydajnoscig 40,3%.

Przyktad 2. Postepuje sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze do pozywki wprowadza sie szczep
Gordonia sp. DSM 44456. Otrzymuje sie 416,3 mg surowego produktu, ktéry oczyszcza sie na kolumnie
chromatograficznej stosujgc jako eluent mieszanine heksan:octan etylu w stosunku objetoSciowym
20:1. Na tej drodze otrzymuje sie 34,2 mg 4-etylo-4’-metylo-o,3-dihydrochalkonu o wzorze 2, z wydaj-
noscig 37,7%.

Dane spektroskopowe uzyskanego zwigzku:

"H NMR (600 MHz, chloroform-d) & [ppm): 7,88 (2H, d, J = 8,2 Hz, H-2’', H-6"), 7,26 (2H, d, J=8,2
Hz, H-3’, H-5%), 7,19 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-2, H-6), 7,15 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-3, H-5), 3,30 — 3,25 (2H,
m, H-a), 3,07 — 3,02 (2H, m, H-B), 2,64 (2H, q, J = 7,6 Hz, -CH.CH?3), 2,42 (3H, s, -CHz3), 1,24 (3H, t,
J=7,6 Hz, -CH2CH3)

HR ESI-MS m/z: 253,1588 [M+H]*; obliczona dla C1sH200 [M+H]* 253,1587.
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Zastrzezenia patentowe

. 4-etylo-4’-metylo-o, 3-dihydrochalkon o wzorze 2 przedstawiony na rysunku.
. Sposéb otrzymywania 4-etylo-4’-metylo-a,p-dihydrochalkonu, w ktérym jako substrat stosuje

sie 4-etylo-4’-metylochalkon, znamienny tym, ze reakcje redukcji 4-etylo-4’-metylochalkonu
0 wzorze 1, prowadzi sie za pomocg systemu enzymatycznego szczepu bakterii z rodzaju
Rhodococcus albo Gordonia, przy czym substrat dodaje sie po uptywie od 40 do 56 godzin
a reakcje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 32°C, po czym mieszanine transformacyjng
ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, po czym ekstrakt
osusza sie za pomocg Srodka suszgcego, odparowuje rozpuszczalnik i tak powstaty surowy
produkt, oczyszcza sie na kolumnie chromatograficzne;.

Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje redukcji prowadzi sie za pomoca
szczepu Rhodococcus sp. DSM 364.

Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje redukcji prowadzi sie za pomoca
szczepu Gordonia sp. DSM 44456.

Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze substrat dodaje sie po uptywie 48 godzin.
Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje redukcji prowadzi sie wodng kulturg,
przy ciggtym mieszaniu.

Sposob, wediug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje redukcji prowadzi sie w temperaturze
od 20 do 32°C.

Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze rozpuszczalnikiem organicznym jest octan
etylu.
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